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クロマトグラフィーが汎用されているは}。 特に高速液体クロマトグラフィー (HP L 
































2610 197 1年に DavankovとRogozhin27}が知などの金属イオンを利用した配位子交
換クロマトグラフィーを発表し、 l立接分別法の傑紫が行なわれるようになった。さらι
1 980年 Pirkleら28)が光学活性なフェニルグリシン誠導体を尉定相として用いた。



































































































































































収1~; より供給される移動相 2 によって適当に)tj択されながら濃縮カラムに送られて、目
的の柴物は濃縮カラムに保持される。ここでこの希釈:苧は:希釈管の抵抗、兵.体的には配































[H P L C条件]
光q:不活性カラム :ODSカラム(長さ 150mmx内従4.6 mm) 
光学活性カラム :OVMカラム (長さ 150mmx内径4"6 mm) 




移動相 1 アセトニトリル/5mM1ー ペンタンスルフォン酸ナトリウムを合むリン
般緩衝液=30/70(v/v)、 ( p H 3) 
移動相2 5mMリン酸カリウム緩衝液 (pH 7) 
務動相3:テトラヒドロフラン/エタノ-)レ/20mMリン酸カリウム緩衝液 (pH 
4. 8) = 1/8/91 (v/v) 
ポンプ1 流速 1.0 m I /m i n 
ポンプ2:流速4.0 m I /m i n 
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(A) 1 0倍希釈、 (B) 4倍希釈、 (C)希釈なし
(8) (C) (0) 
し
4 8，. ，0 (min) 8(min) 4 
? ?
、 ? ， ， ，???
?? 4 
図8 ;ff;釈液(移動相2)のpH効果について
(A) pH7. 5、 (B) pH7. 2、 (C)pH6. 9、 (0) p H 6. 5 
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していることが証明された。具体例として標準試科 (VA及び内部標準パラアミノ安息










4 8 12 16 20 24 28 
(min) 
出9 Dcl6のシステム.こより{!}られたクロマ トグラム
下級 :OOSカラムでのクロマトグラム 検出器 1) 




そこでまず移動相 2 の流述を 1~6ml/min まで、 あるいは濃縮時間を 5.....6
0分まで変えたが、 OVMカラムでのVAのピーク面積や光ヴ:分割能に変化はなかった。










。 4 8， • ， 0 (min) 4 8 (min) 









小口径カラム(内径O. 5~2mm) を用いた H P L C (以下ミクロ LC)は、使





































図12においてミクロQVMの内径と流速を; (A) 4. 6 mm、 1. 0 m 1 /m i n ; 






















析に有J.f1であることが示された。30 10 20 
(A) Time (mln) 
。







に示す。凶 13 (B) ロイド系抗炎症薬であるケトプロフェンを使用した結果を凶 13 
内径1.Omm 内径2. 1 mm 
セlレ容な8μlの通常のHPLCOml/min、6mm、流述1.(A)は内径4.
1 
30 10 20 









(A)内役4.6 mm、 (B)内径2.1 mm、 (C)内後 1.Omm 
20 30 


































ン(以下KP F)は、抗炎症 ・鎮痛 ・解熱作用を有している 78)。これら作用の主な機
序は、プロスタグランジン生合成酵素であるシクロオキシゲナーゼの阻害である。図 1
4に示すようにKPFはその骨格に一個の不斉炭素を有しており、ラセミ体として投与? ? ?? / 












o 10 20 
Time (min) 






[H P L C条件]カラム:イナートシルODS-~~ (長さ 15cmx内径4.6 m 
m)、カラム温度:室温(約22"C)、移動相:アセトニトリル/水/過塩素酸=30
-23・
/70/0. 1 (v/v/v 、流速 1. 0 m I /m i n、検出波長 260nm、
iJt，f十注入長 10μl 
1-2 オボムコイ Vカラムによる光学分割の検討
長さ 15cm、内径4.6 mmのOVMカラムを主温(約22 t)で、移動相とし
てリン限緩衝液を流速 1. 0 m I /m i nで使用してKPFを分離し、検出波長260
nmで検出した。なお、試科として 1Sを合まないKPF 標憎試料 10μlを注入した。
移動相中の有機溶媒種として (A)テトラヒドロフラン 以下THF)、 (B)ア
セトニトリル、 (C)エタノーJレを添加したときのクロマトグラムを図 17に示した。
[結果]前述のHPLC条件によりヒトプラズマブランク試科を注入したときに得
られたクロマトグラムを ~11 5 (A)に示し、またプラズマ試科を分析したときに得ら
れたクロマトグラムを凶 15 (B)に示した。このようにKPFと1Sとはプラズマ成
分の影智を受けることなく相互分離できた。次に、標準試料とプラズマ式科における K
P F (それぞれ500ng/ml)のピーク面舶を求めたところ、 KPFの恒i収事は 1
00. 2土 1.4%(n=5)であり、良好な回収率北びに再現性を得ることができた。
プラズマ試料中のKPFの検品線 (KP Fの濃度/1Sに対する KPFのピーク面
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問 17 KPF探訪色試科 (5n g)のオボムコイドカラムにおける光学分割例
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t ，:孟最初に、 t 2:.! 2 i存自にi(i出する光学異性体の保持時間lそ'1<'す
" (min) 
Mcan 19.95 































































ガラス試験管に入れ、 1Mの水酸化ナトリウム水溶液O. 1 m 1並びに酢酸エチル2m
lを加えて 15分間混合した後、 i心分離(毎分30 0 0問s伝で5分間J)を行なった。
次に、 ドライアイスで冷やしたエタノールに試験管を入れ下J~ (水層)を減らせ、上町
(酢酸エチル層)だけを別のガラス試験管に移した。これに 1%リン蔽本溶生を • 5 
・30・








ml加えて 15分間混合し、遠心分離(毎分30 0 0 [nJ転で5分間)を行なった。上層
(酢酸エチル庖) をガラスピペットで取り除き、下回 (水層)をプラズマ抽出試科とし











J42 プラズマ吠+干からのペラパミルとその代泌物の同収ギh それらのil~J l性
a P e a k a r e r a ti 0
仁、J Recovery 
PARO so (%) (%) 
0620 0.568 0.038 6.67 34.1 
PR21 1.588 0.043 5.50 67.1 
PR22 1.232 0.055 3.47 68.1 
PR23 1.261 0.050 4.33 76.0 
PR24 1.259 0.066 4.01 74.5 
VA 1.378 0.070 5.07 89.2 
(A) 1I (8) 
。 4 8， ，12 (mln) ????? ? 16 20 24 。A 16 20 24 
L~12 2 プラズマゆえ科を前処理技{利五、 ODSカラムにより得られた分践例
(A ""')ズマイヲンク、 (8)ペラパミルとその代鉛初をそれぞれ lOOng/mlずつ添
加したプラズマバ外
-32-
れらを考慮してHPLC条件として、カラムはイナートシルODS-2カラム(1 5 c 
mx4.6mm)、カラムjLA度は主i品(約22 "C)、検出波長は280nm、移動相は
アセトニトリル/水/トリフルオロ酢酸 初め25/75/0.1から 25分後に50 
/50/0.1の'M合になるような直線グフジエント)、流迷は lml/minとした。
またオートインジェクターの注入ぷ差を補正するために、上記プラズマ抽出試料 (0.
4 m 1)に内部掠準としてパラヒドロキシ安息香酸 nー プロピJレ(400ng/ml)












r = 0.9987 
r = 0.9978 
r = 0.9990 
r .:0.9988 
r = 0.9988 
r = 0.9982 
Y c - 1. 7922e -2→ 6.129()t' -3X 
Y = -9 2991e -2 + 1.5344(' -2x 
Y = -2.5055('申 2+ 1.3962(' -2x 
Y = -2.5145(' -2 + 1.3161e -2X 
y.， -3.5275e -2 + 1.3128e甲2x











内径4.6 mm、長さ 15 c mのOVMカラム、移動相としてリン酸緩衝液/エタノー
ル浪浪、流速は 1.0ml/min、検出波長23 0 n m、カラム温度は室温(約22 
't)であった。
同23に移動相の pH (エタノール濃度10 %)と各化合物のキャパシティーフア
クターの関係をぷした。移動相のpHが高くなるにつれて各化合物の保持が強くなった。
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P肉21
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3.0 3.9 4.8 5.5 6.2 
0620 1.28 
PR21 4.04 4.04 4.92 
PR22 
PR23 2.11 1.91 1.83 
PR24 1.49 1.71 2.03 
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SIX PORT VALVE 
PUMP 1 
MOBILE PHASE 1 
DETECTOR 2 











[H P L C条件]COLUMN1: ODSカラム(長さ 15cm、内径4.6 mm)、
COLUMN2:0VMカラム(長さ lOmm、内径4. 6 mm)、COLじMN3:
-39-
o V~1カラム(長さ 150mm、内径 4 . 6mm}、移動抗J1 アセトニトリル/水/
トリフルオロ酢酸 (25/75/0. 1 (v/v/けから 50/50/0.1(v/ 
v / v)へ255}fmのi((線グラジェント) ・流速1. 0 m I /m i n、移動相2 5m 
Mリン限緩衝液 (pH7.5) ・流速4.Om I /に 1 ;-:移動相3 1 0 miviリシ酸
緩衝液 (pH4. 8) /エタノ ール=90/10(v/v) ・流述1.0 m 1 /m i n. 
(A) 





合物 6 極~i とも光学分割jは可能であったが、このオンライン化の条件では代期物のうち
P R 2 2と0620の同時光学分割はできなかった。ネシステムの再現性を泊べるため
にVAについて繰り返し分析 (n= 8)した結果、 OVMカラムでの保持時間の相体標
準偏差は1. 8%、光学異性体問の濃度比の再現性の相対標準偏差は2. 1 %であった。
本システムのVAとその代謝物の各エナンチオマーの保持と光学分割能を、 OVM
カラムに株単式朴を l~(接注入して得られた結果と比較して衣 7 に示した。いずれの化合
物もカラムスイッチング法により溶出時間が長くなった。これは、目的試科を濃縮カラ
ムからOVMカラムへ送り込むとき に、 VALVE 11 (民J2 6)を切り換えたl(後
はまだ浪縮カラムやその前後の配管の中は移動相2で満たされており、これが移動相3










I ~ H 
o .4 8 
(min) 
o .4 8 12 16 
(min) 







縦係 t~ (α) とオポムコイドカラムに直接注入して得られた結集との比紋
After column 
switching Direct In)ectlon 
kl k2 也 kl k2 也
VA 3.05 3.82 1.25 0.55 0.66 1.19 
PR21 1.79 6.27 3.50 0.41 1.27 3.09 
PR22 :!.53 :!.53 0.85 0.85 
PR23 2.38 3.07 1.29 0.40 0.57 1.44 
PR24 2.i9 4.07 1.46 0.54 0.i6 1.40 













PLCに注入し、楽物濃度を定立する試みが報告されている 101. 1 02)。例えばシリカ
ゲルを担体として生体試科を直接注入することが可能な固定相として、シリカ粒子の細
孔外に親水性のジオール基を、細孔内に疎水性のトリペプチド鎖54)あるいはアJレキル
鎖 I03)を導入した内面逆相型倒定相 (Pi n k e r t 0 nカラム)、親水性のポリオ
キシエチレン基vこ疎水性のフェニル法を導入した間定相 (Shield Hydrop 
h 0 b i c P h a s eカラム) 1 04・105)、細孔外にポリオキシエチレン恭を化学結
合し細孔内には疎水必を導入した倒定相 (Semipermeable Surfac 


































|O. 1 Mリン厳緩衝液 (801))
トー 20kg)1
lDuolite C-464カラム (31 ) I 
HPLC用カラムとして利用するためには、担体に化学的に結合させる必要があるが、
この固定化に必要な反応条件としてアピジンやシリカゲルの安定性を考慮した緩和な条
件(温度、有機溶媒、 pHなど)が要求される。 N-hydroxysuccinimide ( NHS) homo-
bifunctional 架橋斉IJは水溶液中 (pH7~9) で L級アミンと容易に反応して化学的に安
定なアミド結合を作ることが知られており、種々のタンパク国定化に用いられている II
8. I I 9)。またアフィニィティークロマトグラフィーでは、担体と固定化されるタンパ



































図28 ~ß 白からアピジンを精製するフローチャート ~J 29 アピジンカラムの合成経路
-44-














として O. 1 M リン酸緩衝液/アセトニトリル=90/10 (v/v)を流速 1ml/
m i nで流し、アピジンカラムーこヒト血清試科20μlを注入した。注入後、タンパク
のピークのi寄付1し終わる(UV280nmでモニター)までの10分間溶出液を分取し、
そのO. 5 m 1 と CBB~液 5ml を混合して 5分後に 595nmにおける吸光度を測
定した。なおタンパクの同収事は包ト血清試料20μlを上司と同じ移動小目 10mlに










pH' Recovery (%) 
Avidin Ovomucoid OvalbumlO Av，din (DSS-Clo) 
2 97 30 87 28 
4.5 24 6 3 4 
7 92 38 72 13 
















ラム作製と閉じ操作方法によってカラムを作製して、これをアビジン (DS S一C10) 
-47-










を用いて、その生理食塩水溶液をアピジンカラムに20μl 注入し、移動(K P F) ン
.._、-冒1 :Vlリン酸緩衝液 (pH2)/アセトニトリル=95/5を流速1.相条件としてO.
このアピジンカラOml/minで分析したときのクロマトグラムを図30にボした。


























移動相:O. 1 Mリン俄カリウム緩衝液 (pH2)/アセトニトリル=95/5 





1Mリン酸緩衝液:p H 2)中のアセトニトリル濃度と KPF-}j、移動相 (0.
















? ? ? ? ?
緩衝液 (pH5)/アセトニトリル混液を移動相として、紫外吸収271nmで検出し






移動相:O. 1 M酢猷アンモニウム緩衝液 (pH 5) 















アピジンDSCカラム (A)およびアピジンカラム (8)における E2020標槻試料
( 1∞μg/ml)のクロマトグラム
移効相:O. 1 M酢民主アンモニウム (pH 5) 
(A)アセトニド jル1%、 (8)アセトニ トリ ル5%




pH2あるいは 7の移動相を使用したとき血m試科直接注入が可能で、伝lンカラムは、またこのときのアセトニトリル漉度と E2 0 2 0のキャパシティーフアクターとの関係
時に光学兵性体の分離も可能であった。そこでまずKPF標噌試料を用いて、移動相のについて図34に示した。どちらのカラムもE2020を光ヴ:分割することができたが、


















































(A) (C)血清プランク、 ¥B) (0，ケトプロフェン2. 5μgを含む血消試料
移動相はアセトニトリル5%の1)ン酸緩衝液: (A) (B pH2、 {C) (D) pH5 






負I}4!戸 アピジンカラムとオボムコイドカラムの保持挙動の比較 B)、温基性化合物であるプロプラノロール (PP)および弱酸性化合物であるワーフア
リン (WF)のそれぞれのラセミ体を用い、また不斉炭素を持たない中性のモデル化合
物として安息香酸 nー プチJレ(BB)を使用した。それらの構造式を民137 (こ示した。タンパク閉定化カラムは、水系移動相条件下で広範な薬物に対し光学認識能を示す
ので、イミ汗』i乙みを訂する:薬物の体内動態研究において特に有用な分析法である。現在市
販されているタンパク国定化カラムとして、牛血清アルブミン (BS A)やヒト血清ア













Propranolol (PP) Warfann (WF) 
pHと、各モデル化合物の保持・分離挙動との関係について検討し、得られた結果を表
9に示した。 PPのpKaは約9.5であることから、検討した移動相のpH2.8-
6. 7の範聞では常にPPは正也荷を有する。酸性化合物である FB (pKa約4付近)
とWF(p K a約5付近)は、移動相のpHがそのpKaより高くなるにつれて.f!イオ
ン型の分率が向くなる。アピジンカラムおよびOVMカラムともに、移動相のpHが高






両タンパクともこの pH範聞2. 8-6. 7でイオン化状態が変わるアミノ酸残基とし
て、プラスに1'Ji1Uしうるヒスチジン (pK約6)、マイナスの也荷を持ちうるアスパラ
ギン酸 (pK約3. 7) ・グルタミン酸 (pK約4. 3)があり 80・11 7)、移動相のp
Hによりこれらの屯荷が変わり、さらにタンパクの構造も可逆的に変化すると考えられ
。--C町 内)，CH F¥i=ヘ|¥ !/¥〆_.CHC∞H
n・8utyl8enzoate (88) Flurbiprofen (F8) 







アピジンカラムにおける FBの光学分割は、移動相の pH 5. 4以上ではほとんど
・55・
1.< 9 アピジンカラムおよびオポムコイドカラムにおけるfHM!lの pHと保持・分縫祭動との関係
HPLC てた f~-: ;ウラム長d150mm・カラム内住4.6mm、流21. O:nl/min 
!釘fli皮L~2S0nm、試件 O.lmg/ml を 1 0μ1 1.主人
カラムm.l定20ー 25'(;、移動m:J.O. 1 ~Iのリン絞殺衝il1/メタノー Jレ111:.;伐
メタノールit:l!t.1) 2 5 %、 2) 15%、3) 40% 
k IJ: 1骨uに、 k2:よ2鈴f'jにi{fliする光学民性{事のキャパシティーフ 7クタ-
ul孟分総係~~ (l{ ~/ k 1)、Rs:立分縫肢を袋わす
Avidin column 
回" FBI) pph WF!) 
PH k' k'l k'2 α Rs ki k'2 。Rs ki 1;'2 u Rs 
6.7 2.05 3.04 4.40 1.45 3.∞ 3.58 405 113 0.87 4.21 4.97 1.18 1.27 
6.3 2.04 3.34 4.76 1.43 3.04 3.11 3.51 1.13 0.80 5.00 5.80 1.16 1.17 
5.9 2.02 416 5，77 139 2.96 2.44 2.79 1.14 0.85 6.73 7.52 1.12 0.93 
5A 2.05 5.54 7‘48 1.35 3.∞ 175 2.05 1.17 0.92 9.15 9.51 1.04 0.40 
44 1.96 7∞ 8.88 127 2.39 0.87 0.99 1.14 0.61 10.4312.37 1，19 1.61 
3.4 1.96 5.71 6.38 1.12 1.11 0.52 0.52 1∞ o∞ 7.67 1，91 1.S5 3.92 
2.8 1.95 406 4.06 1∞o∞ 0.37 0.37 1∞ O.∞ 7.22 12.61 1.75 440 
Ovomuc訓dcolumn 
B8" FB" 
PH k' k'l k'2 α Rs 
6.7 5.88 2.41 2.41 1.00 O.∞ 
6.3 5.85 3.17 3.37 1.07 0.49 
5.9 5.84 5.28 591 1.12 0.70 
5.4 7.09 9.58 10.491.10 0.66 
4.4 6.09 35.4847.281.33 2.14 
3.4 5.45 ~7ι7 36.11 1.30 1.86 
2品 3.32 12.82 15.08 1.18 1.42 
pp" WFれ
k'1 k・2 (l Rs k'l k'2αRs 
11.63 13.9也120 45 3.87 592 1.53 325 
9.95 11.84 1.19 IA3 5.48 975 178 4.54 
6.81 7.63 UO 1 10 9.97 2::\~3 223 6.45 
3.81 3.99 1.05 0.42 192949.992.59 8.49 
I.H7 1.87 1.∞ 0.00 45.59115.982.54682 
1.30 1.30 1∞ 0.00 23.8247.26 1.98 550 




BB FB PP W F 
%ピピ1 k'2 (l Rs k'l k'2αRs k'l k2αRs 
5 11.32 -・・・ 4.805231.09 0.60 142116.31 1.15 116 
10 7.13 14.M6 ~~.71 1.73 5.32 3.49 3.87 1.10067 司.9510.26 1 15 1.23 
15 4.57 8.83 14.531.68 4.09 2.72 3.06 1.13 0.79 .5 30 6.似 1141.12 
:0 3.03 5.n 8.95 1.56 3.67 2.23 2.54 1.14 0.85 346 391 1.1) 1∞ 
25 2.∞ 3.7M 5.69 1.50 3.21 1.83 2.08 1.14 0.85 2.31 :.58 1.12 0.84 
30 1.29 2.51 3.67 1.46 2.98 1.45 1.65 1.14 0.80 1.66 1 N2 1.10 0.67 
35 0.83 1.59 2.29 1.判 2.38 1.19 1.34 1.13 0.71 O.99 1.07 1.09 0.48 
Ovomucoid column 
BB FB PP 、:I.'F
%k' ~ 1 .'2αRs 1;'1 ..2 且 Rs . '1 k:: (l Rs 
5 ・ 12.0514.64 1.22 1.02 
10 38.87 6.26 7.36 1.18 1.04 -・・ー 14，1332.-192.3ゆ 6.37
15 19.15 3.92 4.27 1.09 0.73 - -・・ 6.1311.92 1.95 5.32 
20 10.89 :.41 2.4 1 1.00 0∞ 
:5 5.76 1.01 1 01 1 00 0∞ 
354 5.93 1.6R 429 
LI 5 I.!O 1.30 1.65 
30 :.63 0.89 0.89 I∞o∞ 27刈 31目:5I 14 091 0.98 1 Z-I127 139 
35 1.30 - - ・・ 142016.17 I 1- 1.05 0.55 0.62 1.14 0.58 




4.76 5.49 1 IS1.1. ・




































移動相のpH 6. 1、メタノー ル汲皮・ 1)1596、2)596、3).j 096 
その他の条件は~9 と同じとした
AVldin co1umn 
回 11 FB11 pp" WFl 
k k'l k'2 α Rs k'l k'2 α Rs k'l k'2 α Rs 
¥1ethano1 4.57 8.83 14.53 1.65 4.仰 2.72 3.06 1.13 0.79 5.30 6.04 1.14 1.12 
Ethanol 2.51 4.83 6.ω 1.26 1.52 2.02 2.23 1.10 0.68 3.49 3.90 1.12 0.95 
I-Propano1 1.10 2.68 2.83 1.05 0.45 1.58 1.58 1.00 O.∞ 2.29 2.29 1.∞ O.∞ 
Acelonitrile 1.30 2.44 2.44ト∞ 0.00 1.36 1.36 1.00 O.∞ 1.36 1.36 1.∞ O.∞ 
Ovomucold column 
881) FB21 ppl WFH 
k' k・1 k'2 α Rs k'l k'2 α Rs k'l k'2 α Rs 
Methanol 19.15 12.05 14.61 1.22 1.02 8.34 9.57 1.14 1.10 6.13 11.92 1.95 5.32 
Ethanol 7.74 6.86 8.12 1.19 1.03 1.37 1.37 1.00 O.∞ 2.24 4.07 1.82 4.46 
I-Propanol 1.64 3.48 3.48 1.00 O.∞ 0.13 0.13 1.00 0.00 1.14 1.14 1.00 0.00 




カラムに関してWai n e rらが報告した結果126)と同じであり、有機溶媒のアjレキ
ル鎖はタンパクと治質の相互作用を妨げたり、分子♀の大きな右機溶鉱を加えることに
・58-


























移動+tlのpH 6. 0、メタノールj度度・ 1) 2 0 %、 2) 1 0 %、 3) 4 0% 
その他の条件はぷ9と同じとした
A vidin column 
回 L FBI' 
rnN1 k k'l k'2 α Rs 
10 2.99 11.28 16.73 1.48 3.85 
50 2.98 8.85 13.19 1.49 3.87 
1∞ 3.01 5.87 9.13 1.56 4.03 
2∞ 3.24 5.90 9.32 1.58 3.98 
3∞ 3.47 6.13 9.79 1.60 4.30 
Ovomucoid column 
回目 FBl 
mM k' k'l k'2 α Rs 
10 10.33 24.1028.51 1 18 0.90 
50 10.58 9.10 10.75 1.18 1.00 
l∞ 10.93 6.76 8.01 1.18 1.04 
2∞ 13.01 4.57 5.36 1.17 1.05 
3∞ 14.10 3.16 3.64 1.15 0.96 
ppl) 
k'l k'2 α Rs 
1.83 2.04 1.12 0.64 
2.33 2.63 1.13 0.84 
2.15 2.44 1.14 0.90 
2.07 2.36 1 14 0.93 
2.03 2.32 1.14 0.93 
pp}) 
k'l k'2 α Rs 
11.94 13.82 1.16 0.83 
11.16 12.91 1.16 1.25 
7.61 8.74 1.15 1.12 
5.50 6.21 1.13 0.87 
WF' 
k'l k・2αRs
7.05 8.15 1.16 1.42 
4.∞4.59 1.15 1.20 
3.57 4.01 Ll2 1.03 
3.61 3，98 1.10 0.88 
3.79 4.13 1.09 0.78 
WFI) 
k'l k'2 α Rs 
5.96 11.59 1.94 5.54 
4.62 8.70 1.88 4.55 
4.82 8，85 1.84 4.58 
5.81 11.41 1.96 5.58 
6.07 11.98 1.98 5.66 
災 13 アピジンカラムおよびオボムコイドカラムにおける移動相中の緩衝単のアニオン種と
保N'.分離準動との関係
移動~Uの pH 6. 1、メタノー ル濃度・ 1) 2 0 %、 2) 1 0 %、 3)4 0% 
その他の条件は1-<9と戸lじとした
*N. E. 試外注入後 100分以内にi8出せず
A vidin co1umn 
BBI) FBI) ppll WF1‘ 
k' k'l k・2 α Rs k'l k'2 α Rs k'l k'2 α Rs 










4.96 7.34 1.48 3ω 
6.36 7.84 1.23 2.21 
!'I.E. 
FB1 
)，;'1 k'2 α Rs 
1.86 10.39 1.17 078 
6.75 8.05 1.19 0.96 
13.1215.03 1.15 0.80 
2.14 2.40 1.12 0.81 3.36 3.64 1.08 0.70 
1，31 1.44 1.08 0.54 6.∞6.72 1.12 1.12 
0.34 0.34 1加 0.00 :-.I.E. 
pp.1) WF1) 
k'1 k'2αRs k'l k'2αRs 
10.2211.761.15 1.15 4，∞ 5.80 1 .45 ~ 95 
6.92 7.89 1.14 1.05 387 5.57 1.44 3.92 
5.11 5.78 1.13 0.99 5.14 ;.79 1.52 4.90 




















タンパクの構造が安定化すると言われている 140)0 K i r k I a n dらはOVMカラ









移動相のpH 6. 1、メタノー ル濃度・ 1) 2 5 %、 2) 1 5 %、3) 40%、4) 20% 
その他の条件は永9と同じとした
BB FB pp 、N干
k' k'l k・2 α Rs k'l k'2 α Rs ki k・2 α Rs 
Avidin column: 1 ) 1) 2) 2) 
initial 2.∞ 3.78 5.69 1.50 3.21 2.72 3.06 1.13 0.79 5.30 6.04 1.14 1.12 
after 2∞injections 2β7 3.87 6.04 1.56 3.41 2.83 3.14 1.1 0.74 5.50 6.23 1.13 1.08 
Ovomucoid column: 1) 2) 3) 4) 
initial 5.76 3.92 4.27 1.09 0.73 8.34 9，57 1.15 1.10 3.54 5.93 1.68 4.29 
after 2∞injections 5.39 3.94 4.07 1.03 0.31 8.86 10.101.14 1.34 3.28 5，50 1，68 4.43 
アピジンはピオチンと解離定数10 -I~ Mという極めて安定な複合体を形成すること
が知うれている II 5)。そこで、アピジンカラムの保持・分離能に対するピオチンの影
部を検討するため、ピオチンを pH 6. ;)の t)ン自主緩衝液に溶かしO. 2 2mg/m 1 




BB FB pp WF 
k' k'l k'2α Rs k'l k・2αRs ki k'2αRs 
Before 3.03 5.72 8.95 1.56 3.67 2.23 2.54 1.14 0.85 3.46 3.91 1.13 1.00 














(A) (B) (c) 
Flurbiprofen (FB) Propranolol (PP) Warfann (WF) 
」一一←一一」 」








(B)プロプラノロール、移動相のpH 5 _ 4、メタノールi茂jえ15%
(C)ワー フ 7
'
)ン、移動相のpH 3. 4、メタノー Jレ汲jえ'15%
その他の条件は1<9と伊jじとした
-63-
(A) (s) (c) 
Flurblprofen (FB) Propranolol (PP) Warfann (WF) 
o 10 20 。 10 20 30 o 10 20 
Time (min) Time (min) Time (min) 
間39 オポムコイドカラムでの光学分割例
(A)フルルピプロフェン、移動棺の pH 4. 8、メタノールi農JJr20%
( B)プロプラノロー lレ、移動相のpH 6. 7 、メタノールil.~JJr4 5 % 


















フレカイニド (FL C)は、 tS気生理学的にクラス 1c却の特性を市し、動物尖験
では種々の薬物や冠動脈結繋により誘発した心室性不整脈モデル症状を静脈内投与で抑
制することが孤;認されている 14 3)。また日本での臨床試験の結果、頗脈性不整脈に対

























( 5回繰り返し測定)血i古式外からのFLCおよびME-Iの回収率J<l 6 
(v / v)混液を lml/minの流述で使液 (pH7)/アセトニトリル=95/5
ヒト血清ブランク 20μlおよびヒト Jfl消にFLCとMEー Iを添加した用した時に、
C.V. Recovery Conc. (μg/ml) 6 mm)に直接注入してU(長さ 250mm'内径4.試科20μlをアピジンカラム
(B)にそれぞれ示し(A)、V298nmで検出したときのクロマトグラムを~14 1 
8.7覧94.5 % 2.5 この時~#た。Jfll~ ，tÍ'成分の妨害を受けることなく F L C と ME-I は相互に分離された。
1. 9 % 99.5弛10.0 FLC 
2.0 % 101.2 % 20.0 
2.0覧95.3 % 2.5 
1.8% 99.5覧10.0 回-{
























5μg/m 1) (0. は10 n g 
このpHではFL血?~í'試料を直接注入する際の移動相の pHは 2 あるいは 7 であるが、
アピジンカラムに (A)血消プラン夕、 (B) F L CとME-{それぞれ5μg/mlを合む
血lI'i試料を注入して得られたクロマトグラム
HPLC条件、アピジンカラム:長さ 250mm'内径4. 6 mm、


































[H P L C条件]
6 mm) (長さ 25cm'内径4.:アピジンカラム(.lfILt，I，成分分離AI)カラムC1 
6 mm) (長さ lOmm'内径4.:OVMミニカラム(iC.縮刷)カラムC2アピジンカラムでのME-I の保持時間とえ学分j'jlJの 1'~.fJl性京17 
6 mm) (長さ 15cm'内径4.:OVMカラム(光学分別用)カラム C3
( N " 7 ) 
2ともに298nm検出波長:検出詳し
(v 95/5 5) /〆アセトニトリル1Mリン酸緩衝液 (pH 7. 移動相 1: O. 
Rs林Peak area ra tio t2.(min) t，" (min) 
/ v) 
00 1 M リン酸緩衝液 (pH 8 移動相2: O. 1.13 49.92 : 50.08 9.22 8.52 Mean 
8) /アセトニトリル=98/2 02Mリン酸緩衝波 (pH 4. 移動相3: O. 2.0 % 0.9 % 0.4 % 0.4 % 
C.V. 
Oml/min、ポンプ3; 
(v / v) 




流速:ポンプ 1; 1. 
enantio冊 rof ME-I to be eluted. respectively. 




SIX PORT VALVE 
PUMP 1 
MOB工LEPHASE 1 
MOB工LE PHASE 3 



























































40 20 30 
Time (min) 
10 。30 10 20 
Time (min) 
。





倹出 ~~2 で{4 られたクロマトグラム
(A)内径4.0mm.feさlOmmのì~綿カラムと内任 4. 6 mm .長さ 150mmのオボ




アピジンカラムによる E2 0 2 0の光学分制2 
カラムスイッチングシステムによる血中FLCのミクロポアオポムコイドカラムでの
保持時間と光台l:分1i1Jの再現性 ( 7回繰り返し測定)
1< 1 8 
アセチルコリンエステ(構造式は図:32)は、ピペリジン誘導体であるE2 0 2 0 
ラットを用いた3 n M)、の活性をinvivoで阻笹し(1 C刊=5. ラーゼ (AChE)N，傘Peak area ratio t1 (min) t， (min) 
またラットにE2 0 2 0を経口尖験でも AChE活性をj農皮依存的に阻害した:4討。
AC AC h)濃度の地加が認められた I4針。投与したところ脳内のアセチルコリン1123 50 . 14: 49. 86 29.68 24.49 Mean 
4.2 % 0.6 % 2.0 % 1.7覧C.V. 





本N，means the theoretical plate number for the first-eluted 
ー72-
FLC enantio胞 r.
ンカラムによる E2 0 2 0の光学分割について検討した。なおアピジンDSCカラム
(第3章参照)についても合わせて検討した。
[H P L C条件]




流速 1. 0 m 1 /m i n 
カラムj昆度 :約20-25.C













E 2 0 2 0のpKaが約9付近にあることから、今回検討した移動相の pH範囲におい
てE2 0 2 0の電侍は一定であると考えられるので、保持の変化はアピジン側の変化に
よるものと思われる。一方、アピジンカラムでは移動相のpH5付近で分離係数 (α)
咽74-



























1.39 1. 40 
1.14 1.50 
5.60 3.57 2.57 1. 93 
9.80 5.65 3.82 2.72 
1.75 1. 58 1. 49 1. 41 
4.20 3.42 2.43 1. 60 
0.45 0.36 0.30 
0.45 0.36 0.30 
。。。
表20 E 2 020に対するアピジンカラムおよびアピジンDSCカラムにおける移動相のpHの影響
移動相 :O. 1 M酢酸アンモニウム緩衝液/アセトニトリル=95/5
その他の条件については本文参照
PH 6.9 6.6 6.4 6. 1 !5 . 9 5.7 5.4 5.0 4.6 
Avidin column 
k， 15.31 11 . 17 !日.08 7.08 5.59 4. 18 
k主 24.40 18.47 1!5 . 53 ー 12.40 9.77 6.96 
α 1. 59 1.65 1. 71 1. 75 1.75 1. 67 
Rs 2.19 2.72 :3. 16 3.88 4.20 3.82 
Avidin DSC column 
k， 0.67 0.58 0.52 0.49 0.46 0.38 
k2 0.79 0.70 0.60 0.49 0.46 0.38 









移動相:酢~アンモニウム緩術液 (pH5 . 0) /アセトニトリル=95/5
その他の条件については本文書S:~
Concentration 10 mM 50 mM 100 mM 200 mM 300 mM 
Avidin column 
kl 1. 72 4.03 5.60 6.65 7.32 
k2 3.08 7.16 9.80 11. 1 11. 86 
α 1. 79 1. 78 1. 75 1. 67 1. 62 
Rs 2.73 4.17 4.20 3.97 3.60 
Avidin DSC column 
kl 。 0.16 0.49 0.76 0.97 
k2 。 0.16 0.49 0.76 o 97 
α 
アピジンカラムおよびアピジンOSCカラムともに、緩衝塩濃度が高くなるにつれてE





以上の結果からアピジンカラムにより E2 0 2 0の光学分割が可能となり、移動相
条件としてO.1 M酢椴アンモニウム緩衝液 (pH5)/アセトニトリル=95/5 
(v / v)が最適であった。
2・ 2 アピジンカラムによるE2 0 2 0の血清直接持人分析
E 2 0 2 0は不斉炭素の α位にカルボニル基が存在するので、水溶液中で容易にラ
セミ化を起こす。従ってI凪i¥'i~I I の E 2 020を分離定j庇する際に抽出操作なとeのIJ処組














COLUMNには光学分割月jアピジンカラム(長さ 250mm'内径4. 6 mm)を使
JfJし、検出 (0E T) は UV検tH(，~ (2 7 1 n m) をJfJいた。 j自l消試料を試科注入[(




iはO. 1 M酢酸アンモニウム緩衝液 (pH 7)とした。次に濃縮用カラムで濃縮され







MP 1 移動指 1(0. 1 M酢酸アンモニウム緩衝液.p H 7) 
凶・16 
MP 2 :移動相2 (0. 1M酢酸アンモニウム緩衝il.p H 5/アセトニトリル=95/5)
1 N J :式外注入口、 DET:検出器 (UV271nm)、MS:質主1分析装fn
TC:アピジン浪紛カラム(長さ 10mm'内筏4mm) 




。 10 20 30 40 0 10 20 30 40 
Time (min) Time (min) 




光学分割用アピジンカラムに送られて光学分割される。移動相2はE2 0 2 0の分離に
松も良いO. 1 M酢酸アンモニウム緩衝液 (pH5)./アセトニトリル=9 5/5とし
た。ヒト血清ブランク試科を 500μ!直接注入したときのクロマトグラムを図46 
(A)に、E2 0 2 0を添加したヒト血清・試料(1μg/m 1) を500μl直接注入




このことは血清中のE2 0 2 0の総漣度が測定されたことを示している。また、ヒト血
dIi試料を繰り返し注入したときの保持時間の再現性の結果も点22に示した。




mean 16.90 28.55 
c. v. (%) 0.49 O. 74 
recovery 




mean the retention time of R-and S-E2020 enantiomers. 
respectively. 
c.v. means the coefficient value (n怠 7). 
前処理せずに血清試料を直接注入しているので再現性の良い結果が得られた。次に、波
縮カラムでのE2 0 2 0の濃縮効果について検討した。 lμg/mlのE2020を含
むヒト血消試科を用いて、注入なを変えて本システムで分析を行なった時の注入品iとピ
ーク血.積の関係を図47に示した。血消試科注入孟25μlからO. I m Iにおいて相
関係数O. 9 9 7の直線性が科られた。この結果から、本システムでは血清試料を少な
くとも O. 7 m Iまではj農縮可能であり、血清中の低j農民のE2 0 2 0の分析に布用で
あると考えられる。また渡縮カラムに合計10ml以上の血消試科を注入しても、クロ
・79-

























-0.6 0.4 0.2 
M1 




アピジンカラムと質主分析装置との連結 (LC/MS) 2-3 
E 2 020の体予先日されるE2 0 2 0の6積額の代謝物の構造を図48にぶした。
内MJ態研究のためには、血i白成分はもちろんこれら推定代謝物とホ変化体を分離しかっ










































































E 2 0 2 0は正電荷を帯びていることを考えてFAB-MSでは正イオンによる検出を
行なった。図49と同一試料をこのLC/MSによってスキャンモード分析した結果を










R ~ 守 、
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ト CO，-(， 1>--0 
J 
L..___.o 
10 20 30 0 10 20 
Time (min) Time (min) 
CH30 
図52 E2020の内部標準物質(IS)の構造式 。
図53 (A) ミクロボアアピジンカラム・内径1. 5mmと (B)アピジンカラム・内径4.6 mm 
を用いて待られたHPLCクロマトグラムの比較(カラムの長さは共に25 0 mm) 
移動相の流速 (A) O. 1 m I /m i n、 (B) 1. 0 m I /m i n 
移動相:O. 1 M酢酸アンモニウム緩衝液 (pH~i)/アセトニトリル ""90/10




-MS装置の排気能力では、 LCからの導入量は 5μI/mi nが限度である。つまり
移動相2の流速が1. Oml/mi nで行なった図 50の実験ではLCからの溶出物の
うち僅かO. 5 %がMSに導入されたにすぎない。そこで小口径アピジンカラム(内径
1. 5mm.長さ 25 0 mm)を作製して、このカラムを用いて流速 100μI/mi
nでE2 020の光学分割を行なったときのクロマトグラムと、これまで使用してきた
アピジンカラム(内径4.6 mm、流速 1.Oml/mi n)により得られたクロマト





を行なうために選択的イオンモニタリング (S1 M)モードにより、 m/z380およ
-84-
Calibration Line of R-E2020 (first eluteld enantiomer) 
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表23 ミクロポアアピジンカラムを用いたLC/MSの再現性 ( 5回繰り返し測定)
E 2020をラセミ体として6ng/ml、1Sをラセミ体としてlOng/ml注入
l固にO.5 m I注入、その他の条件は図54と同じ
E2020 enanliomer Concentralion Peak Area :Ratio C.V. n 
に示した。 (ngLmll ルlean S.D. ~ 
1 Ch.ronel Gr.ph J R-E2020 3 O. 34 1 6 0.003647 1. 07 5 
lnJi : 2. I1/Z・389.2239.RT 15. O53.印刷川: 9.00 [ρg〆'vl). Rre. ; 1452.67 (行rslelUlion) 5394799 
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図56 ラッ トにE2 020を経口投与して30分後の血消試科をアピジンカラムに直接注入して
LC/MSにより得られたS1 Mクロマトグラム
分析条件は表23と同じ














ポンプ:烏滞LC-9 A (島津製作所、京都)、 4台
検出器:島津SPDー 6A (島津製作所)、 2台
システムコントローラー:島津SCL-6B(ぬHt製作所)、 l台
オートインジェクター:品iJ!:S1 L-6 B (山w製作所)、 l台
マニュアルインジェクター:レオダイン・ 71 2 5 (レオダイ ン干士、アメリカ)
試科冷却器 :WIGー 7000A(イシド、千染)
インテグレーター:品WC-R4AX(烏油製作所)、 l台
スイッチング六)jパルプ:レオダイン・ 70 0 0または7060 
2 )冷却迫心機 :CPR 005 (島津製作所)
3)試験管濃縮ユニット :2113ガス吹き付け式TAH-2G (タイテック仕、埼玉)
.1 )民丑分析装置 :]MS .SXI02A(日本屯子社、京京)
]MA-DA6000データシステム
宅圧スプリット式フリット FABインターフェイス
5 )カラム充填用ポンプ :PUS-8 (ジーエルサイエンス社)
6) U-3 5 0 0形自記分光光度計(日立製作所、京};()
i)仮とう機 :K M-S H A K E R (イワキ、東京)
8) P Hメータ:TDA HM-6 0 S (東亜屯波化学、京京)
9 )超音波洗浄器 :U T B-1 5 2・15 0 W (シャーブ)
1 0)電子天秤 :Mettler HK60(シイベル、取京)
-88・
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塩酸ベラパミルとその代謝物はクノール社(ドイツ)から入1"~し、 E 2 020とその代
謝物はエーザイ筑波研究所で合成した。 pー アミノ安息香椴 nー プロピルと安息香酸n
ープチlレは点京化成工業(京片l)から、ケトプロフエン、フルJレピプロフエン及びイプ
プロフエンはシグマ社から購入した。安息香酸エチルと(+)ーピオチンは和光純柴製
のものを、 pー ヒドロキシ安息香敵 nー プロピルは間以化学製のものを用いた。フレカ
イニドとその代謝物は3M社(アメリカ)から入手した。
ヒトllU，1iは、健常人男性の上腕静脈からへパリン採血し、毎分3000回転で迫心





イナートシルoD S-2 (長さ 150mm'内径1¥. 6 mm)はジーエルサイエン
ス社から、オボムコイド固定化したカラムであるウルトロンESー OVM(長さ 150
-89-
mm. r人l径4.6、2. 1、 1. 0及びO.5 mm)とウルトロン ES-OVMG (長
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